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PATEN TAN SPRUCHS 

•1 • 



L 1. )pblypeptide.-.der.-:Formel 

■ * *■ • i?^'*?^- £ - ^ p - .£o I* V T "A f[ - ^ : — ~* " • 

:^?KOxf>.^ •■' | ■n*rt3?;rtfi»:sA' .... •" • 

vorin A-fu^p-Tyj) ^^^.^l^p-Sor, p-S«r<»u ) , H-Pho 
" . oder D-Trrv steht, B -.fur Leu odor Mo-Leu steht, i; i i'jr a.:<. 
steht und F fur ein Airinoradikal steht oder A fur Astgly 
Oder Azala stent ,. B fur Leu steht, E fur eine direKta*3:n- 
dung stehr und F fur ein Xthylaninbradikal steht ;■ r.owie u- 
die pharrnaseutisch'und 'veterinar zulassigen SSutcaddi cions 
salze derselben. 




Polypeptide nach .Anspruch 1, worin A fiir D-Tyr , l"s-T yc (Mc- 1 , 
D-Ser, D-SerlBu 11 ) f D-Phe, D-Ala oder D-Trp steht, P. fur 
Leu cder MeLeu ' ; steht , ;V E' fur Azg iy steht und F : ftir e-in Anano- 
radikal steht. 



3. Polypeptide nach Anspruch 1, worin A fur Azgly oder Azala 
" steht,. 3 ; fur ls Leu steht, E.fiir eine direkre Bindung steht 

und F fur ein Xthylaminoradikal steht. 

4. Polypeptide nach Anspruch 1, worin A fur D-Tyr(Me), D-Ser , 
' D-Ser (Bu*) > D-Phe, D-Ala oder p-Trp. steht, B "fur Leu oder j; 

MeLeu' v steh$/'' E iur Azg ly steht und F fiir ein Aminoradikal 

; • • t'' ' N • ' "*.vi" ; -t : 

5. Polypeptide nach Anspruch 1 / worin A fiir D-Tyr (Me) , D-Ser(Bu w ) 

oder: D-Phe steht, B fur Leu oder MeLeu steht, E fur Azgly t 
steht urid F fiir ein Aminoradikal steht. - 
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SV Das 'frolypefetici der Forme! . :;;c.../ . . 



7. Das Polypeptid .def F c-rmel ^ _ _ . r ... • 
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If 
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•3. Das Polypeptid der Formel: . . .. .. ■- 

9. verfahren zur Herstellurig. eines Polypeptids hach Anspruch 1, 
gekennzeichnet durch 

(a) wegnakoe ein oder mehrerer ublicher Peptidschutzgruppen 1 
von einea geschiitzten Polypeptid, so daB eine Verbindung 
der Forinel I erhalten wird; 

.(b) tosetzung von Glu-OK.Qlu-His-OK.Qlu-Kis-Trp-OK, 
. □ 1 .j. His _Trp-Ser-qE,Qlu-Kis-Trp-Ser-Tyr-CH, 

Q^-is-Trp-Scr-Tyr-A-OHi^lu-His-Tro-Sar-Tyr-A-B-CH, 

. .'^Gi^-His-Trp-Ser-Tyr-A-B-Arg-CH bzw. 



o&r^ines ^els^i^'^i^erten 'berivats davon mit 
H-Hi3-Trp-Ser-Tyr-A-3-Arg-r?rc/-E-P, 



VK-vfeer-Tyr-A-E^^-Pro-E-? H-Ser-Tyr-A-B-Arg-Pro-E-F , 
. .H^yf-^B-^g-Pro^^ H-E-Arg-Pro-E-F, 
- K-Arj£-?rc-E-F, H-Pro-E-F . . 

7n,a..|^7,/:Q8 9.9^nT. 
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bzw. H-Azgly-NH, odcr cine.?, g :c jgn& tor. sktiviorton Dcriva 
dnvon in einer Standardpoptltfe upplur.y sreoktion; odcr 

(c) Umsetzung ein-r Carbonsaure der ror:nel 

n - • 

U G lu -Hi ? -Trp - £c r -1 yr .-A - B-Arv;- f r-o -I- 

Oder eines aktivierten Dsrivats davon mit Amncniak. oder 
Xthylamin. 

Pharaazeutische oder veterir.are Zusanuriensctzun.7 , vclciis cir, 
Polypeptid nach/ Anspruch 1 gemeinsam nit sir.cn nicht-gif tiger, 
pharmazeutisch oder veterinSr zulassigen Verdtinnungsmittel 
oder Tragemittel enthalt. 

Zusaircnensetzung nach Anspruch 10, welche eine fur oraie Ver- 
abreichung geeignete Form aufweist. 

Z.usanrcenserzung nach Anspruch 10, welche eine fur parenterals 
Verabreichung geeignete Fora aufweist. 
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Die Erfindung bezieht sich auf Polypeptide, welche Luliberin- 
agonisteigenschaf ten besitzen. Luliberin ist der international 
ublic.he Trivialname fur LH-RF (luteinising hormone releasing 
factor) (J. Biol. Chem. , 1 975, 250 , 321 5). 

Es ist bekannt (Dutta, Furr, Giles und Morley, Clinical 
Endocrinology, 1976, 5, Erganzung, S. 291s-298s), dafl der 
Einbau von :7.-Azaaminosauren an der 6- oder 10-Stellung von 
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LuJibcrin Verbinclungon e.rgibt, die hir.sichtl ich do; Prci- 
setzung von Luteinisierungshormon (LH) aus der Hypo:, hyse 
wcniger kraftig sir..! als das Ausgangsmoiekiil. Es ward." nun- 
mehr gefunden, da3 der Einbau von Azag.lycin an der lC-Stelljng 
in Verbindung mit dem Einbau verschiedener D- : -Air.inosfiurer. 
an der 6-Stellung in Luliberin oder der Einbau von Azaglycin 
odor Azalanin an der 6-Stellung in Verbindung mit dcm Er- 
satz des sndstahdigen Glycinaaiids durch ein .Xthylainir.oradllt&I- 
in Luliberin Verbindungen ergibt, die hinsichtl-ich der Frei- 
setzung von Luteinisierungshormon aktivcr sind als Luliberin. 

GemaS der Erfindung werden also Polypeptide der Formel 
Qlu-His-Trp-Ser-Tyr-A-3-Arg-?ro-E-F I 

worin A fur D-Tyr, D-Tyr (Me), D-Ser, D-Ser(Bu t ) / D-Phe, D-Ala 
oder D-Trp steht, B fur Leu oder MeLeu steht, E fur Azgly steh 
una F fur ein Aminoradikal steht, oder A fur Azgly oder Azala 
staht , B fur Leu steht , E fur eir.e cirekte Bindung steh- und 
F fur ein ftthy 1 aminoradikal s-ceh-c, sowie die pharmazeutisch 
und veterinar zulassigen Saureadditionssal ze davon vorge- 
schlagen. 

In der oblgen Formel I und in der gesamten Beschreibur.g wer- 
den die Aininosaurereste durch ihre S tandardabkurzungen (Pure 
. and Applied Chemistry, 1974, 40, 317-331 ) bezeichnet. .Ein 
x-Aza-aminosaurerest ist ein solcher, in welch em das - 4 -CH 
einer Aminosaure durch Stickstoff ersetzt worden ist. Die Ab- 
kurzung fiir'eine o-'-Aza- aminos Mure leitet sich von der ent- 
sprechenden Aminosaure durch Hinzufligung der Vorsilbe "Az" 
ab. Somit steht Azgly fur Azaglycin und Azaia fur Azalanin. 
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V.'u.nn die Konf iguration der betref f ehden'.. Aminosaurer nicht' 
angc"jc-bon 1st, 'dahn besiizt diese Amino'saure (aufier 'der *' ! 

-A^a-arninosauren, die in der Nachbars.chaf t der Carboxy-" 
ijruppo kcin asyrmietrisches Zentrujn enthalten) die natdrliche 
L-Konf iguration. . 

Spezielle Gruppen von Verbindungen innerhaltr dier Er'findung 
sind die folgenden: : - 

Verbindungen, worin A fur D-Tyr, D-Tyr (Me), D-Ser, D-CerfBuS, 
D-Phe, D-Ala oder D^Trp stent B If ur Leii pder MeLeu" stent, 
E fur Azgly stent und F fur ein Aminoradikal steht. 

Verbindungen, worin • A fiir Azgly Oder Azala steht, B fiir Leu 
steht, E fiir eine direkte Bindung steht und F fiir ein Xthyl- 
aminoradikal steht. 

Verbindungen, worin A fiir D-Tyr(Me), D-Ser, D-Ser (Bu 11 ), D-Phe, 
D-Ala oder D-Trp steht, B fiir Leu oder MeLeu steht, E fiir 
Azgly steht und F fiir ein Aminoradikal steht. 

Eine bevorzugte Gruppe von erf indungsgemaBen Verbindungen 
wird durch diejenigen gebildet, worin A fur D-Tyr(Me), 
D-Ser(Bu t ) oder. D-Phe steht,. B fur Leu oder MeLeu steht, 
E fiir Azgly steht und F fiir ein Aminoradikal steht. 



Die drei bevorzugten erf indungsgeniaBen Verbindungen besitzen 
die folgenden Strukturen: 

P 

^Glu-Kis-TTO-Ser-Tyr-D-Fhe-Leu-Arg-Pro-A^ely-rvH-j 

p 

L 31u«His-Trp-£er-Tyr-D»Tyr(jue)-Leu-Arg-Pro-Az-£ly-KH^ 
P t 

u :-lu-His-Trp-Sei--ryr-D-Ser (Eu u )-Leu-Arg-Pro-AzGly~K : :: 2 

709847/0899 
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Spezielle pharmazeutisch oder veterinary zulcissiqc oriindungs- 
qemaGe Saurcadditiqnssalze sind beispielsw.eise Hydrochloride , 
Phosphate, Citrat'e oder Acetate. 

Die erf indungsgemaBen Polypeptide konnen durch an sich 
bekannte Verfahren fur die Hersteilung von chemisch ana- 
log en Verbindungen erzeugt wercen. Desha lb betrifft' die 
Erfindung weiterhin die folgenden Verfahren, wobei A , B 
E oder F die oben angegebenen Bedeutungen besitzen. 

(a) Eiri oder mehrere herkbmrnliche Peptidschutzgruppen war- 
den von einem geschutzten Polypept id , entf emt , so da£ 
die Verbindung der Forrnel I entstehtr 

(b> Umsetzung von QLu-OH, khu-His-OH, . : -Glu-His-Trp-OH, 

^Clu-His-Trp-Se'r-OH , HGlu-Hi s-Trp-Ser-Tyr-OH ., 

-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-A-OH , L Giu -His-Tr p-Ser-Tyr-A-B-OK , . 

^lu-His-Trp-Ser-Tyr-A-B-Arg-OH bzw. ; -Glu-His-Trp-Ser-?yr- 

B-Arg-Pro-OH, 

oder eines geeigneten aktivierten De-rivats da von .t, it 
H-His-7rp-Ssr-Tyr-A-E-Ar'£--?rc-E-? > 

H-rrp-Ser-Tyr-A-3-Ars-rro-E-F, . K-Ser-Tyr-A-B- Ar£-?rc -E-F 
H-Tyr-A-3-Arg-Pro-E-F, H-A-B-Arg-Pro-E-F , 
H-B'-Ar^-Fro-Z-F, K-Ai*g-?rc-E-F , K-?ro-E-? 

bzw. H-Azcly-NH^ oder einem geeigneten Berivat davon , in 
einer Standardpeptidkupplungsreaktion ; oder 

(c) eine Carbonsaure der Formel 

Qlu-His-Trp-Ser-Tyr-A-B-Arg-Prc-E-CK 11 
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coc-r c-in =ktiviertes Deriyat davon v;ird mit Ancncniak oder Ath 
amir: ungcsetzt. ,"".'*.. 

Beiin Verfahren (a) konnen scvieie Schu tzgruppen im Ausgangs- 
material vorliegen, als Radikale Vorhanden sind r . die geschutzt 
werdcn mussen, beispielsweise einige cder alle Radikale, die 
im Produkt als freie Radikale der Formel OH oder als basische 
Radikale der Formel NH vorliegen. 

Beiro Verfahren (a) kann die Schutzgruppe oder konnen die 
Schatzgruppen splche' sein, die in einem Standardhandbuch liber 
Peptidchcsnie zu finden sind, 'wie z.B. M. Bodansky und M.A. 
Ondetti, "Peptide Synthesis", Interscience , Nev; York, 1 965, 
Kapitel IV; F.M. Finn und K. Hofmann, "The Proteins", Band II, 
herausgegeben von K. Neurath und R.L. Hill, Academic Press Inc. 
New York , 1576, Seite 106; "Amino- acids , Peptides and Proteins' 
(pcriodischc Spezialistenbericlite) ^e Chemical Society, London, Bande 1 
bis S. Verschiedene Verfahren zur Entfernung der Schutzgruppen 
sind in diesen Biichern ebenfalls beschrieben. 

Eeir: Verfahren (a) ist eine besonders brauchbare Schutzgruppe 
fur NH das Eenzy loxycarbonylradikal und eine besonders brauch- 
bare Schutzgruppe fur OH das Benzy Iradikal . Beide diese Cruppen 
konnen leicht durch Hydrogenolyse entf ernt werden, beispielswei 
se in Gegenwart eines Palladium-auf-Hclzkohle-Katalysator s . 

Beirn Verfahren (a) ist eine weitere besonders geeignete Schutz- 
gruppe fiir NH das t-Butoxycarbonylradikal und eine weitere be- 
sonders geeignete Schutzgruppe fiir OH das t-Bu tylradikal . Beide 
diese Gruppen konnen leicht durch Behandlung mit einer Saure, 
wie z.B. Salzsaure cder Trif luoroessigsaure, entf ernt werden. 
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Beini Verfahren (a) ist eing^Witere fcesondbrs g^tfffjrr<7t lv "&v:W"z- 
cjruppe fur. Nil das' Benzy loxyearbbnyl- odor t-ftutox-yc^ 
und ist einc wci ^ere^bescnder Schutzgiruppe f-f:r. OIJ dis * 

t ^? ut X lrad > ik f Schutzgfuppp durch^BWhancJ-'' 
lung nut HBr in Essigsaure' entfernt werden. 

Beim Verfahren (b) kann irgendeine der StandardpectidkuVjJlu 

reaktionen ve'rwendet werden, wie sie beispielsweise; in einWnV 

Standardhandbuch der Pept idtfh'ssnie'. beschrieben sir.d, wio z.fc. 

in deni oben^enannter/ Handbuch Von Bodansky" lind pnd'cu.i ' Kiipi te"l V, 

und in den BSnden 1 bis * 8 ^r " period 

der Chemical Society/ ' . " " " *'" 

Beim Verfahren (b) ist 'eine spezielle 'Kupplungsreakcion sine 1 ' 
Azidk\3ppiurig r eine Aktivesterkuppiung oder eine Kupplung ,"bei 
der ein N ,N 1 -Dicyclohexy Icarbodiimid und 1 -Hydroxybenzt r iizof 
eine Rolle spieleri. Eine' bevorzugte Kupplungsreakt ion ist cine 
Azidkupplung, und zwar insbesondere eine derartige Kupplung, 
bei der sich die His-Trp-oder Ser-Tyr-Pepti'dbindung bildet. 

Bein Verfahren (c) ist ein geeignetes aktiviertes Derivat des 
Ausgangsmaterials beispielsweise ein Ester oder Anhydrid. Im 
Falle eines aktivierten Derivats- kann die Reaktion dadurch aus- 
gefuhrt werden, dafl man das aktivierte Derivat mit Ammcniak oder 
Sthylamin in Gegenwart eines Verdunnungsmi ttei's oder' LcUungsmit- 
tels zusamraenb.ingt. In den Fallen, in denen das Ausgarigsraater ial 
die freie Saure der Formel Il'ist, wird die 'Reaktion mit^Ammoniak 
oder Xthylamin zweckmSBig durch ein Standardpeptidkupplungsreagens 
wie z.B. N^N'-Dicyclohexylcarbodiiniid, zustande gebracht. 

Die Ausgangsmaterialien fur die Verwendung beim erf indcngsge- 
raa,3en Verfahren. konnen aus bekannten Verbindungen durch Standard- 
peptidkupplungsreaktionen, Standardpeptidschutzreakt ionen und 
Standardpeptidschutzgruppenabspaltungsreaktionen hergestellt 

709847/0899 
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werden, wie sie Fachlouten auf .dieses Gebiet allgemein. be- 
kannt sind und wie sie in den..Beispielen V bis 10 angegeben . 
sind. 

Kie bereits oben.f estgestellt, 'besitzen . die..erf ihdungsgeraaBen 
Verbindungen. Luliber inagpnisteigenschaf ten^ d - t *K/. ; £*B sie 
ahnliche.Kirkungen wie Luliberin aufweisen, ein vom Hypo— 
thalamus sekretiertes naturliches Hormon, . das . auf die Hypo- 
p.iyse wirkt una diese zur Freisetzung vcn Luteinisierur.gs- 
hormon (LH) und Follikels tiinulierungshormon (FSH) veranlaGt. 
Diese beiden Hypophysenhcrmone spielen., bei.^reproduktiven Pro- 
zessen eine Roile, wcbei letzteres, namliche ]FSH, in den 
Ovarien eine Foderung der Reifung der Follikeln bewirkt und 
ersteres/ namlich LH, die Ovulation, induzi^rt. Die Verbindungen 
der Formel I sind in unerwarteter • Weise hinsichtlich des. Ver- 
mogens der Freisetzung von LH wesentlich kraftiger als Luliberin 
und eignen sich deshalb fiir die Beeinf lussung und/oder Verbes- 
serung der Vermehrung bei Tieren. Es eignet sich insbescndere 
fur die Zuchtung von groBen Haustieren wahrend eines Anostrusses 
und bei jeder kiinstlich beeinf luSten Zuchtung zur genauen 3e- 
stiircnung der - Ovulation. Es eignet sich auch fiir die Heilung 
von Unf ruchtbarkeitszustanden bei Mann und Frau. 

Der Luliberinagonistef f ekt der erf indungsgemaBen Verbindungen 
kann beispielsweise durch das Vermogen demonstriert werden, 
eine Ovulation bei mit Androgen sterilisierten Ratten mit kon- 
stantera Ostrus zu induzieren Oder LH urrd .FSH (gemessen durch 
doppelte Antikorperradioimmunoassay) in das Blutplasma von 
unreifen mannlichen Ratten Oder in das Blutplasma von anostri- 
schen oder diostrischen Mutterschaf en abzugeben. 

Der obige Test an mit Androgen sterilisierten Ratten wird 
wie folgt ausgefxihrt: 
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Mit* Androgen sterilisierte weibliche Ratten, di^e durch .13*- 
handlung am 3., 4. and 5. Tag ihres Alters mit lOO^ug Teste- 
steronpropionat prapariert worden sind, zeigen' einen .be standi - 
gen ostrischen VaginalscHleim und zahlreiche praovulater ische 
Follikeln in den Ovarien. Die Verabreichung von Luliborin und 
aktiven Analogen verursacht- die Abgabe eines ovuliercndc-n 
Anstiegs : an LH und FSH, der durch die Anwesenheit von Siern ' 
in" den Fallopischen Tuben und frischen Corpora lutea in den 
Ovarien bestimmt werden kann. 

Alle in dieser Beschreibur.g genannten beispielhaf ten Vcrbin- 
dungen sind hinsichtlich ihres Verr.-ogens, cine Ovulation Lei 
Ratten. mit konstantem Ostrus zu induzieren, aktiver.als Li:liborin 
und zeigen auBerdem keine giftigen Wirkunqcn, wonr, pie in nirrcttsrons do 
4fachen Dosis ihrer minimal aktiven Dosis verabreicht wercen. 
Insbesondere sind die erf indungsgemSBon bevorzugten Verbindungcn, 
die in den Beispielen 4, 6 unci 7 beschridben sind, annahernd 
TOOmal so aktiv als Luliberin. Sie zeigen auBerdem keinerlei 
toxische Effekte, wenn sie in der lOOfachen Menge ihrer raini- 
malen effektiven Dosis verabreicht werden. 

GernaS der Erfindung werden weiterhin pharmazeutische oder vete- 
rinare Zusammensetzungen vorgeschlagen , die als aktiven Bestand- 
teil eine erf indungsgemaBe Verbindung gemeinsam mit einem pharma- 
zeutisch oder veterinar zulassigen Verdiinnungsmittel Oder Tra- 
germittel enthalten. 

Die erf indung sgemafien Zusammensetzungen konnen die vorschieden- 
sten Former, aufweisen, beispielsweise eine fur orale oder 
buccale Verabreichung geeignete Form, wie z.B. Tabletten , Kap- 
seln, Losungen oder Suspensionen; eine filr nasale Verabrei- 
chung geeignete Form, wie z.B. Schr.upfmittel , Nasenspray oder 
Nasentropfen? eine fur vaginale oder rektaie Verabreichung 
geeignete Form, wie z.B. Suppositorien; oder fur eine paren- 

709847/0899 
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u-ralis Verabreichung geeignete Fora, wie z. B. sterile, injizier- 
barc Losungen odor Suspensionen. 

Im allgeraeinen werden die obiger. Zusammensetzungen in ublicher 
Weise ur.ter Verwendung herkbmmlicher Exzipienzien hergesteilt. 
Zusammensetzungen fur orale Verabreichung kSnnen jedoch eine 
Beschichtung aufweisen, ura den aktiyen Polypeptidbestandtei-J 
von den Wirkungen von Enzyrcen im Magen zu schutzen. 

Die erfindangsgemSSen Zusammensetzungen kbnnen aufierdem zu- 
satzlich zu einem erf indungsgemaBen Polypeptid ein Oder raehre- 
re bekannte Wirkstoffe enthalten, die aus Prostaglandinderivaten 
ausgewahlt sind, 'wie z.B. Prostaglandin^*. ,. -Cloprostinol oder 
Fluprostinol, oder einen anderen Wirkstoff, wie z.B. Clomiphen 
oder Tamoxifen. 

Bevorzugte erf indungsgemaSe Zusammensetzungen sind solche, 
die sich fur orale Verabreichung in Einheitsdosierungsf orm 
eipnen, wie z.B. eine Tablette. eine Kapsei, ein Trank oder 
air. Bolus, webei dieselben 2,5 bis 500 n-g und vorzugsweise 
•0 bis 1C0 ir.g eines Polypeptids in jeder Einheitsdosierungs- 
forrr. aufweisen, oder solche, die sich fur parenterale Verab- 
reichung eignen, welche 5 /U g bis J mg eines Polypeptids je 
ml und vorzugsweise 10/Ug bis 100/Ug eines Polypeptids je 
ml Losung enthalten. 

Eine parenterale Zusamir.ensetzung ist vorzugsweise eine Losung 
in isotonischer Kochsalzlosung oder isotonischer Dextrose, 
notigenfalls auf einen pH von 5 bis 9 gepuffert. Alternativ 
kann die parenterale Zusaicniensetzung so aufgebaut sein, dafi 
sie den Wirkstoff langsam abgibt, in welchem Falle die Menge 
des Polypeptids je Einheitsdosierungsf orm im allgemeir.en groGer 
ist, als sie erforderlich ist, wenn eine herkommliche injizier- 
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bare Form verwendet wird. Eine bevorzugte parenterals Fcrarjii*- 
rung mit langsamer Wirks tof f abgabe enrhalt 100^'ug bis 1 mg • Poly- 
peptid je Einheits'dosierung \ 

Die erf indungsgemaBen Zu sammensenzuhgen werden ini alltjv.-ficir.cn 
so verabreicht, dafl die tagliche Dosis 50^ug pis 20 nq/kcj 
betragt. Eine tagliche parenterale Do£is, beispielswei?. e 
durch intravenose, subkiitane oder Intrinuskulkfe Injektidn 
Oder Infusion betragt b,2^ug/kg bis lOO^ug/kg. Bei "Merischen 
entsprechen diese Dosen einer gesamten taglichen Dosis von 
3,5 ing bis 1,4 g bei oraler Verabreichung und eirer cesaititen . 
taglichen Dosis von 14^ug bis 7 mg bei parenteraler Verabreichung. 
Wenn die Verabreichung iiber die SchieiitLTiembranen erfbigt, dann 
liegt die Dosis zwischen den obc-n angegebenen Bereichcn fur 
orale und parenterale Verabf olgar.g . 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele nahe: erlautert 

In den Beispielen bezieht sich R^ auf die aufsteiqende Dunn- 
schichtchrcmatcgraf ie <t. 1. c. ) auf Silicagelplatten ( V'.ie aelcjel 
G) . Die in dieser Chromatog raf ie verwendeten Lbsungpmi ttel- 
systeme waren Butan-1 -ol/Essigsaure/Vvasser (4:1:5 V/V) (R f A), 
Butan-1-ol/Essigsaure/Wasser/Pyridin (15:3:12:10 V/V) (R f 3), 
Butan-2-ol/3% G/V waBriges Amnion i urn hydr ox yd (3:1 V/V) (R f C) , 
Acetonitril/VJasser (3:1 V/V) (R F D) f Acetcn/Chlorof crm (1:1 
V/V) (R f E) , Chlcroforrn/fcthanol (1:4 V/V) (R f F) , Cyclohexan/ 
ftthylacetat (1:1 V/V) (R-G) , Cyclohexan/ftthy laceta t /Methanol 
(1:1:1 V/V) (R f H) , Chlorof orrn/Methanol/Wasser (11:8:2 V/V) 
(R f K) , Chloroform/Methanol (19:1 V/V) (R f P) und Chloroform/ 
Methanol (9:1 V/V) (R f Q) . In alien die-sen Fallen wurdc-n die 
Platten unter UV-Licht gepruft und rait Fluorescamin, Ninhydrin 
und Chlor-Starke-Jodid-Reagentien behandelt. Wenn nichts ande- 
res angegeben ist, dann bedeuten. die angegebenen R f -Werte, dafl 
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ein einziger Fleck durch diese Verfahren bestimmt wurd*. . 

Saurehydrolysate aller in dieser Beschreibung beschriebenen 
Produkte" warden dadurch hergestellt, dafi das Peptid. Oder • 
geschiitzte Peptid mit 6 n Salzsaure, die 1 % (G/V) Phenol, ent-* 
hielt in einem verschlossenen. evakuierten Rohr : 1 6" st auf 
1O0°C erhitzt wurde. Die Aminos aurezusammensetzung eines . * 
jeden Hydrolysats wurde mit einem LoCarte-Aminosaure-Analy- 
sator bestimmt. Die Zusammensetzung entsprach in jedem Fall 
der Erwartung. Der Ausdruck." " in ublicher "Weise auf gearbeitet 1 ' , 
der in den Beispielen verwendet wird, besagt, dafi nach der 
Onset zur.g jeder feste Riickstand durch Filtration entfernt. 
warde, das Filtrat unter 40° C zurTrockne eingedampft. wurde, 
der Hackstand in Xthylacetat mit einer 20%igen Zitronensaure- 
Icsung, Wasser, gesattigter Natriumhydrogencarbonatiosung und 
VJasser gewaschen und uber wasserfreiem Natriumsulf at getrocknet 
wurde und das Xthylacetat im Vakuum eingedampft wurde, wobei 
die Verbindung zuriickblieb. 

Beisoiele 1 bis 10 

Synthase von L-Pyroglutarrvl-L-histidyl-L-tryDtophy 1 -L-seryl-L- 
tvrosyl-A-L-leucyl-L-arqinyl-L-prOlyl-E-F, Allgemeines Ver- 
fahren (m) , ( Schemata 1 und 2) 

2u einer auf 0°C gekiihlten und geruhrten Suspension von 0,2 mMol 
L-Pyrcglutaroyl-L-histidinhydrazid in 0,9 ml Dimethylf ormamid 
und 0,7 ml Dimethylsulf oxyd wurden. 0,8 mMol 5,7n Chlorwasser- 
stoff in Dioxan zugegeben. Nach einem 5 min dauernden heftigen 
Riihren wurde eine klare Losung erhalten. Die Losung wurde auf 
-20°C abgekuhlt, 0,22 mMol t-Butylnitri t wurden zugegeben, 
und das Riihren wurde 25 min fortgesetzt. Die Temperatur wurde 
dann auf -30°C abgesenkt und die Losung wurde durch Zusatz 
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von 0,3 mMol Triathylamln neutralisiort . Ein auf -20°C vorgckiihl 
tes Gcmisch von 0,1 mKol L-Tryptophyl-L-seryl-L-tryrosy 1 -A-L- 
leucyl-L-arginyl-L-prolyl-E-P-dihydroehlorid (urhaJ i c-;- durch 
Hydrogenoly'se dcs . N-Behzylbxycarbonylder ivats ' in 60 l.-i «;»on: iv/Vj 
waBrigem Methanol mit : einem Gehalt an'zwei Equivalent ar. Cr.lor- 
wasserstof f liber einenr. 5%igen (G/G). Palladiijm-auf -Holzkohlc- 
Katalysator • wahrend 16 st) und aus 0,1 mttol. Triathylarrin in 
1 ml Dimethylf ormamid wurde . zugegeben und das Reakt ionsgcniisch 
wurde 24 st bei 4°C; geruhrt. Dimethylf orrr.am id wcrcc im Va>:uu.n 
abgedampft, und der Ruckstand wurde auf Seph'adex LH-20 chroma to- 
graf iert, wcbei. Dimethylf ormamid als Eluiermittel vcrwor.det • 
wurdd,- Das Peptid-hydrochlorid wurde weiter durch Verteilungn- 
chromatograf ie auf Sephatex G-2 5 gereinigt, wobei das Losunqs- 
mittelsystem n-3utanol/Essigsaure/Wasser/Pyridin (5:1 -5:1 V/V) 
verwendet wurde * 

Syn these von L-Pyrog lutamyl-L-hist idyl -L- try ptcph^ l-h-seryl-L- 
tyrosyl-A-3-L-arginyl-L-prolyl-azaglycinamid . A I lg examines 
Verfahren (n) ( Schemata 3, 4 und 5) . 

0 , 2 rnMcl L-Pyroglutamyl-L-histidyl-L-tryptcphyl-L-serin-hydrazid 
warden in 4 ml Dimethylf ormamid aufgelost und so in das Azid 
uberfuhrt, wie es beim Verfahren (m) beschrieben ist. Dieses 
wurde, wie es beim Verfahren (ml- beschrieben ist, mit 0,15 mMol 
L-Tyrosyl-A^B-L-arginyl-L~prolyl-azaglycinairiid-hydrochlorid 
(hergestellt durch katalytische Reduktion von K-3enzyloxv- 
carbonyl-0-benzyl-L-tyrosyl-A-L.-leucyl- (N u<i -nitro) -L-arginyl- 
L-prolyl-azaglycin-amid in 80%igem { V/V) wafirigem Methanol wahrend 
20 st iiber einem 5%igen (G/G) Palladium-auf -Holzkohle-Katalysator ) 
ge>; ;ppelt und das f ertige Produkt wurde wie oben beschrieben 
als Hydrochlorid gereinigt. 
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S vn these von L-Pyroglutamyl-L-histidyl-L-tryprophyl-L-seryl-L- 
tyrosyl-A-B-L^ar^inyl-L-prolyl-azaqlycin-anid . Allgcmeines 
Verfahren (o) ( Schemata 4 und 6 ) . '~ 

Eine Losung von 50 mg'des g'eschiitzten Decapeptidderivat-s , das 
Scr(Bu t ) in der 6-Stellung cder TyrfBu 1 ) in der 5-Stellung 
aufwies, in 5 ir.l '90%iger (V/V) waBriger Trif iuoroessigsaure wur- 
de hergestellt. Drei Trcpfen S-Mercaptoathanol wurden zuge- 
geben und die Losung wurde 4 5 min bei Raum temper a tur stehen 
gelassen. Das Losung smittel wurde im Vakuum entfernt, und der 
Riickstand wurde einmal aus Wasser und zweimal aus t-Butanol 
gefriergetrocknet. Die Ausbeute war 90 bis 100%. 

Die erf indung sgemaBen Verbindungen , die durch eines dieser 
drei allgemeinen Verfahren hergestellt . wurden , sind als Bei- 
spiele 1 bis 10 in der folgenden Tabelle aufgefuhrt. 
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Die Ausgangsmateriaiien fur die Verwendung in den'obigen" 
Verfahren konnen so erhalten werden, wie es in den folgenden 
Schemata 1 und 2 (Verfahren (m)), in den Schemata 3, 4 und 5 
(Verfahren (n) ) und in den Sqhemata 4 und 6 (Verfahren (o) ) 
beschrieben ist; 

Bei diesen Schemata wurden die folgenden Konzentrationen 
verwendet: 

OCp = 2,4,5-Trichlorphenylester 

Bzl = Benzyl 

Z - Benzyloxycarbonyl 

Boc = t-Butoxycarboriyl 

DMF = Dime thy If ormamid 

Die eingekreisten Zahlen beziehen sich auf die betreffende 
Stufe. 
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Stufe(f)-- 

1 9,94 g (80 mMol)1 N-Benzyloxycarbonyl-L.-prolin und 8,8 ml 

(80 mMol) K-Methj Imorpholin wurden in 20Q ml trockenem Tetra- 

hydrqfuran aufgelost und die ,L6sung wurde. auf -20°C abge- 

kiihlt. 7,15 ml (76 mMoi) Athylchlorof ormiat wurden tropfen- 

weise zugegeben, und nach. einem 2 Minuten dauernden Riihren 

wurden 20 ml (300 mMol) einer auf -20°C vorgekuhlten 702*igen 

waBrigen L5sung von '^thylamin zugegeben, worauf das Riihren 

18 st bei 4°C for-tgesetzt wurde. Das Reaktionsgemisch wurde 

in der iiblichen Weise aufgearbeitet und der Riickstand wurde 

aus Xthylacetat / Petrolather (Kp 60-80°C) kristallis.iert . Auf 

2 5 5 o 

beute 12,97 g (58,7%), Fp 107-108°C, f«*J D ' -43,88 

(c, 1 in Methanol), R f D 0,69/ R f E 0,53, R f F 0,67, R f H 0,62, 

R f P 0,57, R f Q 0,66. 

Stuf e (2) . 

Katalytische Reduktion uber 5% Pd/C in waSrigem Sthanol mit 
einem Gehalt an 1 Equivalent Chiorwasserstof f wahrend 5 st 
bei Raumtemperatur . 

Stufe \3) . 

Eine Losung von 13,5 g (42,3 mMol) N ^-t-Butoxycarbonyl-N v °- 
nitro-L-arginin, 7,15 g (47 mMol) L-Prolin-athyl-amid-hydro- 
chlorid, 11,5 g (85 mMol) 1 -Hydroxybenztriazol und 6,58 ml 
(47 mMol) Triathylamin in DMF wurde auf 0°C abgekuhlt, 
und 9,13 g (44,4 mMol) Dicyclohexy lcarbodiijnid wurden zuge- 
geben. Das Reaktionsgemisch wurde uber Nacht bei 4 C geriihrt 
und zur Entfernung von festem Material filrriert, worauf das 
Filtrat im Vakuum zur Trockene eingedampft wurde. Der Riick- 
stand wurde zwischen Xthylacetat und. Wasser durch eine Gegen 
stromverteilung (4 Ubergange) verteilt. Die waCrigen Phasen 
wurden vereinigt und zur Trockene eingedampft und der Rlick- 
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stand wurde zwischen N-Butanol und 5£iger (V/V) wS'Briger Essig- 
saure durch Gegens;tromverteilung {12 Ubergange) verteilt. 
Das durch Eindampfen der vereinigten N-Butanp.lphasen erhal- \. 
tene rone Peptid wurde durch Silicagelkolonnenchromatograf ie 
unter Verwendung von 5%igem (V/V) Methanol in Chloroform und : 
10%igem {V/V )Methanol in Chloroform als Eluierlosungsmittel s- 
gereinigt. Die das Produkt enthaltenden Fraktionen wurden, yer^- 
einigt und zur Trockene eingedampft, und eine waBrige Jjpsung 
des Riickstands wurde durch eine Anionenaustauschharzkolonne 
(AG 1^X2) hindurchgef uhrt, urn dieses N -t-Butoxycarbonyl-N 00 - 
nitro-arginin zu entfernen. Die Kolonne wurde dann mit Wasser 
gewaschen und die vereinigten waBrigen Phasen und Waschf lussig- 
keiten wurden gef riergetrocknet , wobei das Azapeptidderivat 
erhalten wurde. Ausbeute 16,67 g (89%), Fp 109-m°C (Zer- 
setzung) , f^J^ 5 -3 9 ,0° (c, 1 in Methanol) , R f A0,62, R f B.O,74, 
R f C 0,59, R f D 0,70, R f E 0,20, R f F 0,60, R f H 0,61, R f K 0,85, 
R f Q 0,13. 

Stuf e 4* . 

Das N-t-Butoxycarbonylderivat wurde in Xthylacetat aufgelost 
und mit 3n HC1 • in Athylacetatlosung ( 4 Aquivalente) wahrend 
1 st bei Raumtemperatur behandelt. 

Stufe ;5) . (R=H) 

Eine Losung von 2,90 g (22 mMol) t-Butoxycarbonylhydrazid 
und 11,71 g (20 mMol) des 2 , 4 , 5-Trichlorophenylesters von; 
"N-Benzyloxycarbonyl-O-benzyl-L-tyrosin in 40 ml Dimethy If ormamid 
wurde uber Nacht bei Raumtemperatur gehalten. Aufarbeitung in 
der iiblichen Weise und anschlieBende Umkr istallisation des 
Riickstands aus £ther/Petrolather (Kp 60 bis 80°C) ergab das 
geschiitzte Hydrazid als weiBes Pulver, 3,46 g, (67%), Fp 126 bis 
127°C,/x7g5 -13,2° (c, 1 in Methanol), R f D 0,82, R f E 0,65, 
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R f F 0,63, R f H 0,70. 
Stufe (§). ( R=H ) . - ' 

5,19 g (10 mMol) 1 - (N-Benzyloxycarbonyl-O-benzyl-L-tyrosyl) -2- 
t-butoxycarbonyl-hydrazid wurden in 50 ml. Xthylacetat aufge- 
lost und mit 8 ml* (40 mMol). :5rr Salzsaure in Xthylacetat 1 st 
bei "Raumtemperatur behandelt.; Das Athylacetat wufde im .Vakuum 
entf ernt, : und das Hydrochlorid; wurde mit Xther - f iltrieft und . 
getrocknet.' ..•<• 

Stufe * ® • (R=H) ■" 

Das obige Hydrochlorid wurde in 75 ml Tetrahydrof uran aufge- 
nomnien, und 1,15 g (8. mMol) Tr iathylamin wurden zugegeben, 
worauf sich der Zusatz von 1,36 g (8 mMol) n-Carbonyl-L-leucin- 
methylester anschloB. Nach 1 6 st bei Rauri- cnporatur vrurde das 
Reaktionsgemisch in der ubiichen Weise auf gearbei tet , vorauf 
der Riickstand aus Sthylacetat/Petrclather (Kp 60-60°C) um- 
kristallisiert wurde. Dabei wurde. das Azatr ipeptidderiva t 
erhalten, 4,57 g. (77,7%), Fp 156-157 C C, / * 7^ -10,3° 
(c, .1 in Methanol), R f D 0,81, R f E 0,45, R f P 0,26, R f Q 0,47. 

Stufe (8; . 

5 ml (100" mMol) Hydrazinhydra't wurden zu einer Losung von 
2,95 g (5 mMol) N-Benzyloxycarbcnyl-O-benzy 1-L- tyrosy iaza- 
glycyl-L-leucin-methylesrer in 50 ml Methanol zugegeben. Nach 
2 st bei Raumtemperatur wurde das Hydrazid mit Wasser ausge- 
fallt und aus Methanol/>lther umkristallisiert . Ausbeute 2,74 g 
(92,8%), Fp 1 69-1 70°C, f.^J^ -9,05° (c, 1 in Dimethylf ormamid) 
R f A 0,76, R f B 0,75, R.C 0,73, R f D 0,63, R f F 0,60, R f H 0,55. 
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Stuf en 9 ! und ici ( R=H) . ... ... ... 

; — ' .!••'• 

~~~~ ~~~~ ' / * 

I, 18 g (2,0 inMol) N-Benzylbxycarbonyl-d-berizyl-L-tyrosyl- '•■ 
azaglycyl-L-leucin-hydraz'id wurden in 10 ml Dimethylf ormamid 
aufgelost und nach Abkuhlen der Losung auf -20°C wurden 1,46 ml 
(8 mMol) einer .5,49m Losung von Chlorwasserstof f in Dioxan 

und schlieBlich 0,25 ml (2,2 mMol) t-Butylnitrit zugegeben. 
Nach 5 min wurde die Losung auf -30°C abgekiihlt, wprauf ein 
vorgeklihltes Gemisch von 0,836 g (2,2 mMol) N ° -Nitro-L-arginyl- 
L-prolin-athylamid-hydrochlorid und 1,43 ml (10,2 mMol) Tri- 
athylamin in 10 ml Dimethylf ormamid zugegeben wurde. Das Re- 
aktionsgemisch wurde 1 st bei -10°C und dann 48 st bei 4°C 
geruhrt. Es wurde in der iiblichen Weise auf gearbeitet . Das 
Pentapeptidderivat wurde durch Silicagelkolonnenchromatograf ie 
unter Verwendung von Chloroform und 3%igem tJ/\f) Methanol in 
Cnloroform als Eluierlosungsmittel gereinigt, Ausbeute 0,695.jg. 
(38,5%), R f A 0,71, R f B 0,72, R f C 0,84. 

Stufe 11- . (R=H) 

Katalytische Reduktion mit 5%igem (G/G) Palladium-auf-Holzkohle- 
Kat3lysator in 80%iger (V/V) wafiriger Essigsaure mit einem 
Gehalt an 2 Xquivalenten Chlorwasserstof f . 

. Stufe ;i"ii . 

Zu einer heftig geruhrten und auf -20°C abgekuhlten Losung 
von 33,84 g (100 mMol) N-Benzy loxycarbonyl-L-tryptophan und 

II, 0 ml (100 mMol) N-Methylmorpholin in 200 ml Tetrahydrof uran 
wurden 9,0 ml (95 mMol) £thylchlorof ormiat zugegeben. Nach 2 min 
wurde eine auf -20°C vorgekiihlte Losung von 17,10 g ( *i 1 mMol) 
L-Ser inmethylester-hydrochlorid und 12,1 ml (IIO mMol) N-Methyl- 
morpholin in 150 ml ' Dimethylf ormamid zugegeben und das Riihren 
wurde 30 min bei -20°C und 3 st bei Raum temperatur fortgesetzt. 



70 9 847/0899 



29 



2720245 



Die iibliche Aufarbeitung ergab ein 01. Zwei Kristallisationen 
aus Xthylacetat/Petrolather, Kp 60-80°C, gaben das Dipeptid- 
derivat, Ausbeute 30, 53 g (69,5%), Pp.1 40, 5-1 41 °C, 
£oCj** -22,13° ,(c, 1,4 in Dimethyl f ormamid ) . . 

...... . ^ 

Stufe *1 3> ■ . 

30,53 g (69,5 mMol) des vorstehenden Esters wurden in 1 1 
Methanol auf gelost und 15 ml einer 62%igen (G/V) Losung von.. 

Hydrazinhydrat wurden zugesetzt. Nach 16 st' wurde das Hydrazid 

. . . 

gesammelt, mit Methanol und fither gewaschen und aus heifiem 
Xthanol kristallisiert, Ausbeute 23,18 g (75,8%), Fp 178-1 79°C, 
/-y^ 4 -25,27° (c, 1 in Dimethylf ormamid) R f D 0,65, R f E 0,20, 
R f F 0,43, R f H 0,50, 

Stufen .1 4^ und • 1 5} . 

0,77 ml (4,64 mMol) 6,02n Chlorwasserstof f in Dioxan wurden zu 
einer auf -20°C abgekiihlten und geriihrten Losung von 0,502 g 
(1,16 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-L-tryptophyl-L-serinhydrazid 
in 5 ml Dimethylf ormamid zugegeben, worauf sich der Zusatz von 
'0,14 ml (1,22. mMol) t-Butylnitrit anschloB. Nach 30 min wurde 
die Losung auf -30°C abgeklihlt und durch Zusatz yon O r 65 ml 
(4,65 mMol) Triathylamin neutralisiert . Ein auf -20°C verge- 
ktihltes Gemisch von 0,547 g (0,77 mMol) L-Tyrosylazag lycyl-L- 
leucyl-L-arginyl-L-prolin-athylamid-dihydrochlorid und 0,108 ml 
(0,77 mMol) Triathylamin in 5 ml Dimethyl f ormamid " wurde zuge- 
geben und das Ruhren wurde 1 st bei -20°C und 4 8 st bei °C 
fortgesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde filtriert und das 
Filtrat wurde im Vakuum zur Trockene eingedampft. Das rohe 
Peptid wurde durch Silicagelkolonnenchromatograf ie unter Ver- 
wendung von Chloroform, 1 0%igem (V/V) Methanol in Chloroform 
und einem Gemisch von Chlorof orm/Methanol/Wasser (11:8:2 V/V) 
als Eluierlosungsmittel. gereinigt , Ausbeute 0,424 g (52/9%), 
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/otr/^ 5 -16,84° (c, 1,5 in Methanol), R f A O, 61 , . R f C ' 0, 3 6-, ■ 
R f D 0,67, R f K 0,90> ,'~ . • . 

Stufe 18? (R=Me) 



Wie Stufe S), Ausbeute 66%, Fp 102-104°C, fc<J^ -15,5°. 
(c, 1 in Methanol) , R f D 0,76, R f E. 0,68, R f F 0, 7 6 ,.. R f H ,6, 74 

Stufe'l9) (R=Me) 



VJie Stufe. 6 ■ 
Stufe 20; (R=Me) 

Wie Stufe'7 Ausbeute 93%, Fp 145-146°G, ^7 D + 8 ' 7 ( c ' 
1,2 in Methanol), R f A 0,88, R f B 0,88, R f C 0,83, R f D 0,80, 
R f E 0,59, R f F 0,78, R f H 0,73. 

Stufe 21 



12 ml (12 mMol) In Natr iumhydroxyd wurden zu einer geruhrten 
Losung von 2,41 g (4" mMol) N-Benzyloxycarbonyl-O-benzyl-L- 
tyrosyl^azalanyl-L-leucin-methylester in 36 ml Methanol bei 
Raum tempera tur zugegeben, und das Riihren wurde 3 st fortge- 
setzt. Das Methanol wurde im Vakuum entfernt und 40 ml einer 
waBrigen Losung, die unter Verwendung des Riickstands .herge- 
stellt worden war, wurde mit Zitronensaure auf pH 3 angesauert 
und mit Xthylacetat extrahiert. Nach dem Waschen des-Xthyl- 
acetatextrakts mit Wasser und Trocknen (Na 2 S0 4 ) wurde das 
Los'ungsmittel eingedampft, worauf der Ruckstand in 200 ml 
eines Gemischs aus Dimethylf ormamid und Wasser (3:2 V/V) auf 
100 ml einer Kolonne eines AG 1 >:-2-Harzes aufgegeben wurde. 
Die Kolonne wurde mit 50 ml des obigen Losungsmi ttels- gewaschen 
und das Tripeptid wurde mit 0,2m Essigsaure in Dimethylf ormamid/ 
Wasser (3:2 V/V) eluiert. Die Tripeptid enthaltenden Fraktionen 
wurden vereinigt und im Vakuum eingedampft und der Ruckstand 
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wurde mit Ather trituriert und gesammelt , Ausbeute 1,22 g 
(51,7%), Fp 195°C- (Zersetzung), /' v 7^ 4 -25,.4 a (c, 1 in Di- 
methylf ormamid) . t \ m 

Stufe (22) (R=Me) * \ 

Wie Stufe (281 ; Ausbeute 43%,-.. f&J^ 5 -25 , 9° (c, ' i ? in Methanol), 
R f A 0,72, R f B 0,76, R f C 0,85. ' •/ -■ 

Stufe (23) (R=Me) . \ 

Wie Stufe 'll) . 

v . r . . / 

Stufe 24} (R=Me) 

Wie Stufe 15 , auBer. da3 das Endprodukt auch durch Gel filtration 

auf Sephadex LH-20 in Dimethyl f ormamid nach Si licagelkol'orir.cn- 
95 r 

chromatograf ie gereinigt wurde, Ausbeute .63%, / /" -24,76 , 
(c, 0,8 in Methanol), R f A 0,58, R f C 0,42, R f D 0,65, R f K 0,95. 

Stufe 25 

Zu 24,9 g (100 mMol) einer geriihrten und auf 0 C C abgekiihlten 
Suspension von N-Benzyloxycarbonyl-L-prolin , 11,2 g (TOO mMol) 
Semicarbazidhydrochlorid und V4 , 5 ml (100 mMol) Triathylamin 
in 200 ml Dimethyl form am id wurden 20,6 g (100. mMol) Dicyclo- 
hexylcarbodiimid zugegeben und das Riihren wurde 1 6 st bei 4°C 
fortgesetzt. Dicyclbhexylharnstof f wurde durch Filtration - 
entfernt und das Filtrat wurde auf ein kleines Volumen einge- 
dampft.- 200 ml Wasser wurden zugegeben und die Losung wurde 
mit 3mal 50 ml Xthylacetat extrahiert. Das Produkt fiel aus 
der vafirigen Losung in ungefahr 1 st aus. Umkristallisation 
aus wafirigem Methanol ergab das Dipeptidamid , Ausbeute 16,5 g 
(53,9%), Fp 189-1 90 P C,- ./ J 4 -43,6° (c, 1,4 in Dimethy If orm- 
amid) , R f D 0,54, R F 0,52, R f H 0,38, R f K 0,78. 
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Stufei'26: 

Katalytisctie Reduktion * uber* : 5%igem (G/G) Paliadium-auf-Holz- 
kohle-Katalysafcor in 80%igem' (V/V) r waBrigem Dimethylformamid " 
wahrend 6 st .bei Raumtemperatiar in Gegenwart von 2 frguivalenten 
Chlorwasserstof f ' ' " "~\ 

. Stufe 2l) . ;' 

2,63 ml (29,5 mMol) Athy lchlorof ormiat wurden zu einer Losing 
von 8,24 g (31 mMol) N-Benzyloxycarbony LrL-Ieucin und 4,55 ml 
(32,5 mMol) Triathylamin in 100 ml Tetrahydrof uran bei. -10 bis 
-1 5°C zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 3 min bei dieser 
Tenperatur geruhrt und wurde dann in eine.heftig geruhrte 
Losuncj von 5,79 g (31~ mMol) N ~ -Nitro-L-arginin in 15,5 ml 
(31 nMoj ) 2n Natr ium hydroxy d und 50 ml Dimethylformamid bei 
-10°C eingeschiittet . Das Riihren wurde 30 min bei -10°C und 
dann 1 st bei Rauntemperatur fortgesetzt. Die Losungsmizt el 
wurden im Vakuum entfernt und der Ruckstand wurde zwischen 
50 ml Hthyiacetat und 50 ml Wasser verteilt. Die waErige Phase 
wurde abgetrennt und nit zwei weiteren Portionen Xthylacetat 
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal 
mit 25 ml Wasser gewaschen und verworfen. Die vereinigten 
waGrigen Phasen wurden mit gesattigter Zitronensaurcl osung 
angcsauert und mit dreimal 100 ml Sthylacetat extrahiert. 
Die Xthylacetatextrakte wurden vereinigt, mit Wasser gewaschen, 
iiber Na^SO^ getrocknet und zur Trockene eingedampft: Umkristalli 
sation des Ruckstands aus Athylacetat/Perrolather (Kp 60-80°C) 
ergab das Dipeptid, Ausbeute 8,98 g, (62%), Fp 150-165°C 
(Zersetzung) , 

Stufe 28 

Eine Losung von 9,2 g (20 mMol) N-Benzyloxycarbony 1-L-leucyl- 
(N ' ' -ni tro) -L-arginin , 4,2 g (20 mMol) L-Prolylazaglycinamid- 
hycrochlcrid, 5,4 g (40 mMol) 1 -Hydroxybenzotriazol und 3 ml 
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(20 mMol) Triathylamin in 200 ml Dimethylf ormaraid wurde auf 
0°C abgekuhlt und.8,2^g (40 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid ■ 
wurden : ziigegeben.. cias.ileaktionsgemisch wurde .iiber Nacht .bei ); 
Raum temper^ tur geruhrt ,.,picyclohexylharnstof f yurde d.urch 
Filtration entf efnt und das Filtrat wurde zur Tro.ckene ein- > 
gedampft'J Umkristallisation des' Riickstands aus Methanol/Xrher - 
ergab das Tetrapeptidderivat , Ausbeute 12,2 g (98,3%),.Fp 88 : bis 
$0°C, t*~J^ A -30,2° (c, 1,6 in Dimethyl formamid ) , R f D OyS?,-: 
R f F' 0,40,' R f H 0,26,-RfK 0/63. ■ ' i 

Stuf e (29) - ' ' : - - 

Hydrierung iiber 5%igem (G/G) Palladium-auf rHolzkohle-Katalysator 
in waBrigem Xthanol yahrend 16 st in Gegenwart yon 2 Aquivalenten 
Chlorwasserstof f . 

Stuf e / 30) 

6.434 g (11,0 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-O-benzy 1-L- tyrosin-2 , 4 , 5- 
trichlorophenylester und 1,396 g (10 mMol) D-Alanin-me thylester- 
hydrochlorid wurden in 50 ml Dimethylf orm am id aufgelost und 

1,4 ml (10,0 mMol) Triathylamin wurden zur Losung zugegeben, 
die iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt wurde. Das Reaktions- 
gemisch wurde in der iiblichen Weise auf gearbeiteb und der Riick- 
stand wurde aus heifiem Xthylace.t-at kristallisiert , Ausbeute 
3,782 g (77,2%), des geschiitzten Dipeptidmethylesters , 

Fp 163°C, fc<j^' 6 -12,84° (c, 1,1 in Dimethylf ormamid )". 

Stuf e 31.' 

3.435 g (7,0 mMol) N-Benzyloxycarbonyi-O-benzyl-L-tyrosyl-D- 
alanin-methylester wurden in 400 ml warmem Methanol aufgelost 
und die Losung wurde mit 10 ml (120 mMol) 62%igem (G/V) Hydra- 
zinhydrat behandelt und das Gemisch wurde iiber Nacht bei 25°C 
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stehen gelassen. Das, Hydrazid wurde abf iltriert, ml t Methanol 
und • Ather gewascheh und zweimal aus siedendem Methanol kristalli- 
siert, Ausbeute 3,068 g (8?, 2%), Fp 217°C, -f^j^ -20,44° 
(c, 1,1 in. Dim ethyl formamid) R f A 0,73, R f B 0>75, R f C 0,67, 
R f D 0,70, R f E 0,50, R f F 0,54, R H 0,67, R f K 0,85, R f Q 0,25. 

Stufen. 32; und. 33 

Zu einer auf -20°C abgekiihlten und geriihrten Losung von 1,1 8'g 
(2,4 mMol) N-3enzyloxycarbonyl-0-benzyl-L-tyrosyl-D-alanin- . 
hydrazid wurden1,6 ml (9,6 mMol) einer 6,02m Losung von Chlor- 
wasserstoff in Dioxan zugegeben, worauf sich der Zusatz von 
0,29 ml (2,52 mMol) t-Butylnitrit anschloS. Nach 1 5 min wurde 
eine auf -20°C vorgekuhlte Losung von 1,03 g (2,0 mMol) 
L-Leucyl-L-arginyl-L-prolylazaglycinamid-dihydrochlorid und 
1,62 ml (11,6 mMol) Triathylamin in 1 5 ml Dimethylf ormamid 
zugegeben. Das Riihren wurde 24 st bei 4°C fortgesetzt. Tri- 
athylaminhydrochlorid wurde' duich Filtration entfernt und das 
Filtrat wurde im Vakuum zur Trockene eingedampft. Der Ruck- 
stand wurde auf eine Silicagelkolonne aufgegeben und die Kolon- 
ne wurde mit 5%igem (V/V). Methanol in Chloroform, lOfcigem (V/V) 
Methanol in Chloroform und einem Gemisch aus Chlorof orm/Methanol/ 
Wasser (11:8:2 V/V) eluiert. Die das Produkt enthaltenden Frak- 
tionen wurden vereinigt und eingedampft und das Peptid wurde 
nochmal auf einer Silicagelkolonne unter Verwendung von Aceto- 
nitril/Wasser (3:1 V/V) als Eluiermittel chromatograf iert . 
Ausbeute 890 mg (46,4%), -45,7° (c, 1,1 in Methanol), 

R f A 0,54, R f B 0,69, R f G 0,41. 

Stufe 34 

Wie Stufe 1 1) . 
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Stufe 3 5 1 • t . \.. ■ 

Wie Stufe , Ausbeute 43%/ Z"K7p 5 -41 rf°/(c, 1,3 in. Methanol) ,' 

R f A 0,80, R f C 0*47, R f D 0,65", 'R f K 0,95. v . 

Stufe '3? x " ' - ■ 



Wie Stufe; 3 >, Ausbeute 69%, Fp 135°Cj R f A 0,49, R f B'0,65,- 
R f C 0,46, R f D 0,64, R f F 0,35, R f H 0,19, R f K 0,86, 



Stufe 39: 



Wie Stufe 4 5 



Stufe 40' <A=D^Phe) 



Eine Losung von 7,41 g (24,8 nMcl} N-Ecnsylosycarbonyl-D-phorr/l- 
alanin und 3,62 g (25 mMol) L-Leuci rimethy lessor in 1 00 :r.l Htliy]- 
acetat wurde auf 0°C abgekuhlt und 5,15 9 (25 rriMci) Di cyclohexy.L- 
carbodiimid wurden zugegeben. Das Reaktionscsemisch wurde uber 
Nacht bei 4°C geriihrt. Die ubliche Au f arbei tung und anschlieSen- 
de Umkristallisation des Ruckstands aus Sthy lacetat /Petrolather 
(Kp 60-80°C) ergab das Dipeptid, Ausbeute 9,1 g (86%), Fp 123 bis 
124°C, f^j^ S -18,7° (c, 2,1 in Methanol), R f D 0,76, RE 0,65, 
R f F 0,74, R f H 0,73. 



Stufe 41 (A=D-Phe) 



Katalytische Reduktion uber einem 5%igem (G/G) Palladium-auf- 
Hclzkohle-Katalysator in £thanol mit einem Gehalt an 1 Equivalent 
Chlorwasserstof f wahrend 5 st. 
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Stufc 42j (A=E>-Phe) 

Zu einer geriihrte'n Losung von [4,89 g (8/36 mMol) N-Benzyloxy^ 
carbonyl-O-benzyl-L-tyrpsin-^^^S-trichlorphenylester. \und: 
2,5 g (7,6 mMol) D-Ph^nylal^riyl-L^leucin-roethylester^hyd 
in _ .Dimethylformamid wurden 1 ,1 : ml (7,6 mMpl'l Triathylamin Wuge-r 
geben und das. Riihren wurde iiber Nacht bei : Raurat^peratur":f'ort- ■■ 
gesetzt. Triathylaminhydrochlorid wurde abfiltriert und das '/ 
Filtrat wurde zur Trockene eingedampf t . Umkristallisation d6s 
Riickstands aus waSrigem Methanol ergab das Tripeptidderivat , 
Ausbeute 3,6 g.(69,7%), Fp 183-184°C, R f D 0,82, R f E 0,69, 
R f H 0,78, R f P 0,71, R f Q 0,82. 

Stufc- 43 (A=D-Phe) : - 

Dine Losung von. 3,42 g (5,04 mMol) des vorstehenden Methyl Asters 
und GO mMol Hydrazinhydrat in 30 ml Dim ethyl format id wurde bei 
Raumtcmperatur 4 . st lang qeriihrt und auf ein kleines Volun:en 
kor^entriert, worauf das Hydrazid durch Zusatz von 500 ml Wasscr 
ausgefallt wurde. Es wurde gesammelt, mit Wasser, Methanol/Xther 
(1:4 V/V) und Ather gewaschen und getrocknet, Ausbeute 2,94 g, 
(85,9%), -Fp 179-180°C, R f A 0,81, R f B 0,79, R f C 0,88, R f D 0,69, 
R f E 0,49, R f F 0,65, R f H 0,67, R f P 0,25, R f Q. 0,57. 

Stufen 44 und 45 (A=D-Phe) 

1,83 ml (11 niMol) einer 6,02m Losung von Chlorwassers tof f in 
Dio.xan warden zu einer Losung von 1,85 g (2,75 mMol) N-Eenzyl- 

oxycarbonyl-O-benzyl-L-tyrosyl-D-phenylalanyl-L-leucin-hydrazid 
in 5 ml Dimethyl f ormamid bei -20°C zugegeben, worauf sich der 
Zusatz von 0,33 ml (2,89 mMol) t-Butylni tri t anschlofi, Nach 
2 min wurde eine auf -20°C vorgekuhlte Losung von 1,89 ml 
(13,5 mMol) Triathylamin und 1,02 g (2,5 mMol) N ~'-Nitro-L- 
arginyi-L-prolylazaglycinamid-hydrochlorid in 10 ml Dimethylf orm- 
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amid zugegeben, worauf das Reakt ionsgemisch iiber Nacht bei 
4°C geriihrt wurde. Die ubliche Aufarbeitung ergab das 
Hcxapeptidderivat,~das weiter durch Silicagelk'cl*onnenchfo:iiato- 
grafie (120 g Sificagel) unter Verwenduhg von 5%igcm (V/V) 
Methanol in Chloroform, 10%igem (V/V) Methanol ' in Chloroform 
und einem Gemisch von Chlorof orm/Methanol/Wassef. (11:8:2 V/V) 
als Eluierlcsungsmittel gereinigt wurde, Ausbeute 0,74 g, 
(29,3%), Fp 1 37-1 39°C, R f A 0,68, R f B 0,72, R f C 6 , 58 / *R f D 0, 62 
R f H 0,39, R f K 0,95. ' 

Stufen 46), 47 und 48' 

10 mMol L-Pyroglutamyl-L-histidin-hydrazid wurden in das Azid 
iiberfuhrt, wie es bein Verf ahren (a) beschrieben ist und dann 
mit 11 mMol L-Tryptophyl-L-ser in-methylester (hergestell t" durch 
Hydrierung des N-Benzyloxycarbonylderivats iiber einem 5%igem 

(G/G) Palladium-auf-Holzkohle-Katalysator in Dime thy If ormamid) 
wahrend 30 min bei -10°C und 24 st bei 4°C gekupoelt. Triathyl- 
aminhydrochlorid wurde durch Filtration entrernt ur.d dus Fiitrat 
wurde zur Trockene eingedampft. Das rohe Peptid wurde durch 
Silicagelkolonnenchromatograf ie unter Verwendung von 10't.igtm 

(V/V) Methanol in Chloroform, 20%igem (V/V). Methanol in Chloro- 
form und einem Genisch aus Chlorof orm/Methanol/Wasser (11:8:2 
V/V) als Eluiermittel gereinigt, Ausbeute 70%, Fp 142-145°C, 

(Zersetzung) , R f A 0,39, R f B 0,72, R f C 0,45, R f D 0,48, R f K 0,61. 

Stufe 49* 

5,4 mMol L-Pyroglutamyl-L-histidyl-L-tryptophyl-L-serin-nethyi- 
ester wurden in 70 mi Dimethylf ormamid aufgelo.st und mit ICO mMol 
Hydrazinhydrat 4 st behandelt. Dimethylf ormamid wurde im Vakuum 
entfernt und der Ruckstand wurde mit Xthanol trituriort, gesammelt, 
mit Kthanol und £ther gewaschen und getrocknet. (88,2?), Fp 184 bis 
189°C, R f A 0,18, R f B 0,55, R f C 0,39, R f D 0,27, R f KO,58. 
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Stufe 50' (A=D-Trp) . * 

4,87 g (23,6 mMcl) Dicyclohexylcarbodiimid wurden zueiner- 
Losung von 7,27 g (21,5 mMolJ N-Benzyloxycarbonyl-D-tf ypto- 
phan, 3,12 g (21,5 mf-lol) LeucinmethylesterNund : 5., .8 -g -.(£3 mMol) 
1-Hydroxybenzotriazol in 50 ml Dimethyl formam id be i 0?C ; ..zu,- 
gegeben. Das Reaktionsgemisch warde iiber.Nacht bei-Raiiiternpe- 
ratur geruhrt und in der liblichen Weise aufgearbeitet., Urn-,; 
kristallisation aus Athylacetat/Petfolather (Kp 60-80°C.j .er- 
gab 9,55 g des Dipeptidderivats , welches bei Diinnschicht- 
chromatograf ie Spuren von Verunreinigungen zeigte. Es wurde 
durch Silicageikolonnenchromatograf ie (300 g Silicagel) unter 
Verwendung von Chloroform und 5%igem (V/V) Methanol in Chloro- 
form als Eluierlosungsmittel gereinigt. Ausbeute 9,18 g, 
(91,7%), Fp 151-153°C , R f A 0,84, R f B 0,30, R f C 0,86, R f D 
0,78, R f E 0,61, R f F 0,68, R f H 0,73, R f P 0,55, RfQ 0,73. 

Stufe 51 ( A=D-Trp) 

Katalytische Reduktion in 80%igem (V/V) waBrigem Dimethy If orm- 
amid liber 5%igem (G/G) Palladium-auf-Holzkohle-Ka talysator 
wahrend 5 st. 

Stufe 52 (A=D-Trp) 

Eine Losung von 11,69 g (20 mMol) N-Benzyloxycarbony 1-0-benzyl- 
L-rtyrosin-2 , 4 , 5- trichloropheny lester und 6,26 g (19 mMol) 
D-Tryptophyl-L-leucin-methylester in 100 ml Dimethyl formajn id 
wurde 60 st bei Roumtemperatur geruhrt. Das Reaktionsgemisch 
wurde in der ublichen Weise auf gearbeitet und der Ruckstand 
wurde aus &thylacetat/Petrolather (Kp 60-S0°C) kristallisiert . 
Dabei wurde das Tripeptidder ivat erhalten, Ausbeute 8,5 2 g, 
(62,5-0 , Fp 1 65-1 66°C, R f A 0,78, R f B 0,73, R f C 0,84, R f D 
0,80, R f E 0,62, R f F 0,70, R f H 0,76, R f P 0,58, R Q 0,68. 



7 0 9 8 4 7/0899 



29 



2720245 



Stufe'53) (A=D-Trp) t 

Eine Losung von 7,26 g (10,1 mMol) N-Berizy lox.ycis.rbo.ny 1-0- 
bensyl-L-tyro^yl-D-tryp'tophyl-L-leucin-inethyl ester in einem 
Gemisch aus^ 200' ml. Methanol und : 50 ml*. Dimethyifomamid :V wurde ' 
m : it : 100 mMol Hydrazinhydrat bei Kaumteniperatur bshandelt. 
Nach. 24 st wurde die- Losung auf ungef ahr' 30 ml ' konzentriert, 
^worauf 500 ml Wasser-'zugegeben wur<?en ; . :: Das- Tripeptidhydrazid 
wurde gesammelt, - mit- Nasser,' Methanbl/fither "'■ (1 5 4 V/Vf und 
Sther gewaschen und 'getrocknet/ Atisbeute ; '6 , 86- g J ' (94^6%) 
Fp 200-202°C, R f A 0,90, R f B 0,95, T^C 0,90, *R f D 0,74," 
R f Q 0,59. * ■ - ' 

Stufen 54) und 55. (A=D-Trp) 

Eine geriihrte und auf -20°C. abgekiihlte Losung von .1 , 97 g 
(2,75 mMol) N-Benz'yloxycarbonyl-O-benzyi-L-tyrosyl-D-tryptc- 
phyl-L-leucin-hydrazid in 10 ml Dimethylf ormamid wurde mit 
1,83 ml (11 mMol) einer 6,02m Losung von Chlorwassersi-of f in 
Dioxan und dann rnir 0,3 3 ml (2,89 mKci) t-Eutylnitrit bohavidolt. 
Nach 2 min wurde eine auf -20°C vorgekuhlte Losung von 1 ,02 g 
(2,5 mMol ) N ^'-Nitro-L-arginy l-L-prolyl-azaglycin-amid-hydro- 
chlorid und 1,89 ml (13,5 mMol) Triathylamin in 10 ml DLmethyl- 
formamid zugegeben und das Reak tionsgemisch wurde iiber I\acht 
bei 4°C geruhrt. Es wurde in der iiblichen Weise auf gearbei t.ct , 
und der Ruckstand (1,27 g) wurde auf eine Silicagclkolcnno 
(230 g Silicagel) aufgegeben. Die Kolonne wurde mit Chloroform 
und 5%igem (V/V) Methanol in Chloroform eluiert. Ausbeute 0,91 g 
(34,4%), Fp 139-140°C ( Zersetzung ) , R f A 0,67, R f E 0,72, R f C 0,58, 
R f D 0,62, R-H 0,34, R-K 0,95. 
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Stufe .56} (A=D-Tyr (Me) ).. 

Eine Losung yon 3,17 g (9,64 mMol) Z-D-Tyr (Me) -OH , 1; 92 'g ' 
(10,6 mMol) Leu-OMe.HCl, 2,6 g (19,2 mMql) 1 -flydroxybenzo- 
triazol und 1 , 6 ml (11 mMol) Triathylamin.>in"'3p ml Dimethyl- 
formanid wurde auf 0°C abgekiihlt. und . 2 , 29 g ^14,,:1 mMol) ...... 

N,N\-Dicyclohexylcarbodiimid wurcfen zugegebeh. jDas Reaktions- 
gemisch wurde uber Nacht : bei 4°C geruhrt und_in der ISblichen 
Weise auf gearbeitet . Umkristallisation aus heifiem Cyclohexan 
ergab das geschiitzte Dipeptidderivat . Ausbeute 1 , 41 g (95 , 2%) , 
R f D 0,83, R f E 0,69, R^P 0,72, R f Q 0,76.. 

Stufe 57 ) (A=D-Tyr (Me) ) 

Katalytische Reduktion iiber 5?igem (G/G) Palladiun-auf-Holzkohle 
Katalysator in Methanol /Dimethylf orma.^ id/Wasser (8:1:1) mit 
eine™ Gehalt an 1,2 Aguivalenten Chlorwasserstof f wahrend 3 st. 

Stufe 5S ( A=D-Tyr (Me) ) 

Eine Losung von 8,2 mMol 2-Tyr (Bzl ) -OCp, 8,2 mMol D-Tyr (Me) -Leu- 
OMe.HCl und 8,2 mMol Tr iathylami n in 60 ml Dimethylf ormamid 
v;urde liber Nacht bei Raum temperatur geriihrt und das Gemisch 
v;urde in der ublichen Weise auf gearbei tet . Das Produkt wurde 
mit Athcr filtriert, mit Xther gewaschen und getrockn^t . Aus- 
beute 81,2%, Fp 191-192°C, R f D 0,85, R f E 0,73, R f F 0,72, 
R f Q 0,78. " \ 

Stufe 59 (A=D-Tyr (Me) ) 

12,9 nMol Hydrazinhydrat wurden zu einer Losung von 4,59 g 
(6,4 mMol) Z-Tyr (Bzl ) -D-Tyr (Me) -Leu-OMe in 25 ml Dimethyl- 
formamid und 50 ml Methanol zugegeben und das Reaktionsgemisch 
wurde liber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen. Methanol 
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wurde* im Vakuum entfemt und das Produkt wurde mit Wasser . 
ausgefSllt, gesammelt, mit Wasser gewaschen und getrocknet. 
Fp 2 1 2 - 2 1 3 °C / RjE 6/49 , R f F 0, 66 , R f H -O, 69 , R f Q"0,70. 

\. > 
Stuferi ($o) und ^6f) " (A=D-Tyr (Me) ) 

3;54 g (5,0 mMdl) fles Hydrazids- aus Stufe (59/. wurto in 10 ml 
DMF aiif gelost und' die ;geriihxte Losung wurde aiif -20°C abge-. . 
kiihlt. 3,38 ml (20 mMol) 5,92m HCl-in Dioxan wurden zugegeben, 
worauf sich der Zusaitz von 0,6 ml (5,25 mMol) t-Butylnitrit 
anschloB. Nach 2 min wurde eine vorgekuhlte LSsung von- 2 ,04. g 
(5 mMol) H-Arg(N0 2 )-Pro-Azgly-NH 2 .HCl und 3,55 ml (25 mMol) 
TriSthylamin in 10 ml DMF zugegeben und das Riihren wurde liber 
Nacht, bei 4°C fortgesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde in der 
.ublichen Weise auf gearbeitet und das rohe Produkt wurde durch 
Silicagelkolonnenchromatograf ie unter Verwendung von Chloro- 
form, 5%igem (V/V) Methanol in Chloroform und 10%igen (V/V) 
. Methanol in Chloroform als Eluier losungsmittel gereinigt. 
Ausbeute 3,72 g (70,9%), R f A 0,64, R f B 0,72, R f C 0,55, 
R f D 0,66, R f F 0,40, R f H 0,52. 

Stufe 62 (A=D-Ser (Bu 11 ) ) 

Wie Stufe 56 . Das Produkt wurde aus waSrigem Methanol kristalli 
siert. Ausbeute 90,4%, Fp 107-108°C, R f D 0,80, R f E 0,68, R f F 
0,73, R f H 0,72, R f P 0,72, R f Q 0,74. 

Stuf e 6*3 (A=D-Ser (Bu 11 ) ) 

Katalytische Reduktion iiber 5%igem (G/G) Palladium-auf -Holz- 
kchle-Katalysator in DMF/Wasser (8:2) wahrend 5 jnin. 
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^-SeF(Bu t )-Leu-bMe' : in 100" ml .Dimethylf oxmaffiifc ■wufde"?72" st- T bei 
RaiOTtOTperatur^stehWii gelasseh'f^bli'cBe^fa^ ..... • 

-einen..Feststof f , -der gesammelt, ;mit.- Xther„geWa"sc^en 4 jupd . ge-, J' 
-trocknet wur^e." -Ausbeute , 17,6 g (79, "i %W Tplrk i^31?t£*$& 0 V 80 , 
R_H o, 77 , R-Q 0,81.. _ •• ^ '■ 



Stuf e-^ jfj&W-Ser "(Bu* j ) 



Wie Stufe \59) - Umkristallisation aus wUrigem Methanol. Aus- 
beute 56,2%, Fp 134-1 36°C, R f D .0, 66 , 0> 6;4 -R^Q #6*-^ 

Stufen 66.- und -67: (A=D-:Ser (Bu ).) . .... 

Wie Stufen 60 und 61 - Das Produkt wurde durch Silicagel- 
"kolonnenchromatograf ie unter Verwendung von Chloroform und 
5%igem (V/V) Methanol in Chloroform als Eluierlcsungsmittel 
gereinigt. Ausbeute 38, 5%, Fp 142-1 45°C, R f A 0,64, R f B 0,71, 
R f C 0,55, R f D 0,65, R f F 0,46, R f H 0,43, R f Q 6,16. 

Stufe 68 (A=D-Tyr (Me) ) 



5,13 g (24/9 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid wurden zu einer 
auf 0°C abgekiihltenund geruhrten Losung von 22,6 mMol Z-D-Tyr- 
(Me)-OH, 5,98 g (24,9 mMol) H-MeLeu-OMe. HBr , 3,5 ml.. (24, 9 mMol) 
Triathylamin und. 6,12 g (45,2 mMol) 1-Hydroxybenzotriazol in 
• 50 ml DMF zugegeben und das Riihren wurde uber Nacht bei 4 C 
fortgesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde in der ublichen Weise 
aufgearbeitet und das Produkt wurde durch Silicagelkolonnen- 
chromatograf ie unter Verwendung von Chloroform als Losungs- 
mittel gereinigt. Ausbeute 55,2%, 01, R f D 0,83, R f E 0,78, 
R f H 0,79, R f P 0,80, R f Q 0,79. 
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Stufe 69 ' (A-D-Tyr (Me) ) 

Katalytische Reduktion, uber 5%igem fG/G) Palladium-auf-Holz- ^ 
kohle-Kataly.sator in Methanol/Wasser- (8:2 V/V) mit einem Ge- 
halt an J Equivalent Xhlorwasserstoff wShrend 6. st. 

-.Stufe TO) (A=D-Tyr (Me)) 

Wie Stufe {SB^* . Das Produkt wurde durch Silicagelkolonnen- 
chromatograf ie unter Verwendung von Sther als Losungsmittel 
gereinigt, 

Stufe rr (A=D-Tyr (Me)) 

Eine Losung von 4,85 g (6,69 mMol) Z-Tyr (Bzl) -D-Tyr (Me) -MeLeu-OMe 
und 120,7 mMol Hydrazinhydrat in 150 ml Methanol wurde liber 
Nacht bei Raurotemperatur stehen geiassen. Das Hycrozid wurde 
durch Zusatz von Wasser ausgef al It , gesarrimeit und aus Methanol/ 
Wasser kristallisiert . Ausbeute 91,1%, Fp 1 29-1 3 1 °C , R f D 0,79, 
R f E 0,60, R f F 0,68, R f H 0,73, R f Q 0,77. 

Stuf en .72 und 73 ( A=D-Tyr (Me )) 

Umkristallisiert aus Methanol /Xther , Ausbeute 23,8%, Fp 152 bis 

154°C, R f A 0,67, R f B 0,68,-R f C 0,58, R f D 0,59, R f H 0,50, R f K 
0,94, R f Q 0,35. 

Stufe .74', 

1,8 ml (18 mMol) Sthylchlorof ormiat wurden zu einer auf -15°C 
abgekuhlten und geriihrten Losung von 5,99 g (20 mMol) Z-Phe-OH 
und 2,2 ml (20 mMol) N-Methy lmorpholin in 60 ml DMF zugegeben. 
Nach 2 roin wurde eine auf -1 5°C vorgekiihlte Losung von 4,8 g 
(20 mMol) H-MeLeu-OMe .HBr und 2,8 ml (20 mMol) Triathy lamin in 
20 ml DMF zugegeben und das Reaktionsgemi sch wurde 30 min bei 
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0°C und iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Es warde in -■ 
der tiblicher^Weise aufgearbeitet. Ausbeute 7,34 (90%), 61. 

Stufe 7 5 % 

Katalytische Reduktion iiber 5%igem (G/G) Pall'adium-auf-Holz- 
kohle-Katalysator in Methanol mit einem Gehait. "an 1 Equivalent 
Chlorwasserstof f wahrend 3 st. 

Stufe ^7 6": 

Hergestellt durch Kuppeln von 16,02 g (43,2 mMol) Z-Tyr (Bu t ) -Cli 
und 13,15 g (40,0 mMol) H-D-Phe-MeLeu-OMe. HCl wie in Stufe 74 . 
Das Produkt wurde durch Silicagelkolonnenchromatograf ie unter 
Verwendurig von Chloroform und 5%igem (V/V) Methanol in Chloro- 
form als Losungsmittel gereinigt. Ausbeute 60%, 61, R^G 0,48, 
R f P 0,71, R f Q 0,73, 

Stufe 77 

t 

Eine Losuhg von 6,52 g (9,76 mMol) Z-Tyr(Bu ) -D-Phe-MeLeu-OMe 
und 97,6 mMol Hydrazinhydrat in 50 ml Methanol wurde iiber 
Naeht bei Raumtemperatur stehen gelassen. -'Methanol wurde im 
Vakuum entfernt und das Hydrazid wurde aus Methanol/Ather 
kristallisiert mit Methanol/Wasser (1:1 V/V) und Xther gewaschen 
und getrocknet. Ausbeute 5,2 g (80%), Fp 135°C, R f D 0,75, 
R f E 0,69, R f F 0,66, R f H 0,79, R f Q 0,73. 

Stufen 78; und 79. 

Wie Stufen 60) und 61 . Wahrend des Auf arbeitungsverf ahrens 
fiel das Produkt aus Xthylacetat aus. Es wurde abfiltriert, mit 
Xthylacetat und Xther gewaschen und getrocknet. Ausbeute 58,5%, 
Fp 145-148°C, R f D 0,72, R f F 0,40, R f H 0,53, R-Q 0,18. 
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